Introduction générale

* Ask not what physics can dofor biology, ask what biology can dofor physics
Stan Ulam;

|.1 Protein folding problem: qu’est-ceque cest et en quoi est-il

important ?

Pourqua est-il important de résoudre le ‘folding problem’, ¢’ est-a-dire de comprendre
et prédire la conformation retive d’ une protéine apartir d une séquence aédes aminés ? Et

pourqua a-t-il inspiré toute une wharte de biophysiciens ?

Les raisons ont nombreuses. La premiére et quil est important de @nreitre
comment |'état natif peut apparaitre en suivant les lois de la cimie @ de la physique.
Comprendre cwmment une protéine fonctionre, implique de nreitre sa structure
tridimensionrelle. Toutefois étudier diredement les gructures tridimensionrelles des
protéines est un procesus trés long; c'est pouqua I'idée d'obtenir la structure
tridimensionrelle apartir de la séquence linéare semble plus smple € plus pratique compte

tenu du nonbre énorme de séquences disponbles.

Résoudre ceprobléme de repliement est auss trés important en biotechndogie. En
effet, dés lors que I’ on sait prédire une structure apartir d’ une séquence, on poura @NCevoir
et prédire de nouwelles protéines ab initio. Les applicaions ©ont nombreuses : biosenseurs ,
hormones, agents régulateurs biologiques, applicaions pharmaceutiques etc. Le probléme du
protein design est appelé «inverse folding protein ». Un agorithme de repliement a mmme
input une sequence d addes aminés et a pou but de prédire mmme output |a structure native,
au contraire d'un agorithme de «inverse folding» qui utilise wmme inpu une structure

native & comme output un réseau de séquences qui peuvent donrer lieu ala structure native.

Le probléme du repliement des protéines est auss relié a céui del’évolution. En eff e,
la complexité d’ une protéine démule des informations contenues dans la séquence a bases
des nucléotides de I’ADN. La @mpréhension du repliement chevauche dors |'étude de

I”’évolution moléaulaire & del’ origine delavie.
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La complexité des relations s$quence —structure ajusqu’ a présent limité I’ éaboration
d’un algorithme qui puise é&re vaable pou toutes les protéines (Levitt, 1997. Si cdte
détermination reste encore inaccessble, c'est en partie parce que notre cnraissance des
procesaus physico-chimiques qui gouvernent le repliement d’ une protéine d I’aqquisition
d’une structure stable, reste encore insuffisante (Finkelstein , 1997. L’ objedif de cdte these
est de ontribuer a mieux comprendre les relations entre séquence @ repliement et

séquence ¢ stabili té pour unetopologie donnée

La compréhension compléte, de I’ ade sportané qui transfert une informationlinédre a
un obet tridimensionnel demande un grand nanbre dinformations, mais srtout la
conreissance gprofonde de la structure, de la stabilité @ de la dynamique de la protéine
durant le repliement. Une caadérisation ce la structure native d de la structure completement
dénaturée et alors nécessaire, tout comme I’ estimation ce la différence d énergie entre ces
deux états pou définir la stabilité de la protéine. Suivre la transition et la dynamique du
procesaus de repliement est enfin nécessaire pour déterminer |'énergie de surface de la
moléaule @ ausd estimer quelles nt les éapes et les interadions clefs nécessaires

condusant alastructure tridimensionrell e.

|.2 Le repliement des protéinesin vitro : hypotheses de résolution

In vivo, ' est-a-dire dans le milieu cdlulaire riche en moléaules et ions, |e repliement
des protéines implique un important dispositif asaurant la cdalyse d la régulation de ce
procesaus (Braig.K. 1998; Jaenicke 1993, et permettant, en particulier, une alaptation aux
contraintes imposées par le milieu cdlulaire. Mais les diff érents fadeurs qui sont impliqués
dans le oontrole @ la locdisation du pocesaus ne donre aicune information sur la
conformation et sur lafagon dort la chaine polypeptidique se replie. Cette évidence suppate
le principe fondamental énoncé par Anfinsen (Anfisen C.B.1973 *The native conformation of
proteins is determined by totality of interatomic interactions and hence by the amino acid
sequence, in a given environment’.

L’étude in vitro des protéines permet de s affranchir de la cmplexité du milieu

cdlulaire pou ne s'intéresser qu au repliement de la protéine.
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Puisque le sguelette de la daine poypeptidique de toutes les protéines a une
compasition chimique identique, comment les chaines |atérales permettent elles de diriger le
repliement ? Le premier probleme du repliement est relié au nanmbre atronamique de
conformations possble que peut prendre une daine poypeptidique. En effet, si |a protéine se
replie suivant une recherche au hasard de toutes les conformations posshles, combien de
temps prendra son repliement ?

‘Longer than the life time of the universe’ réponda Levinthal en 1968(Levinthal C. 1969,
affirmation, appel ée Paradoxe de Levinthal, qu a eu ungrand retentiseement et qui a dominé
la discusson sur le repliement des protéines pendant trente ans. En effet, s une protéine est
composée de 100 addes aminés et s on suppase que chague résidu a deux configurations
possbles, il y a ewviron 16 conformations possbles pour la moléaule entiére. Si seulement
10 semndes ot nécessaires pour convertir une wnfiguration en ure aitre, ure recherche
au hesard prendrait de I’ordre 10— 10™ans. Il est clair que la nature atrouvé une solution
efficace a cgrobléme, pusque selon les protéines, le procesaus de repliement s opere entre
102 et 10° secondes. Levinthal en conclue que les protéines doivent se replier suivant un
chemin spédfique @ plus rapide. Le arollaire acete hypathese (dite ‘cinétique’) est que la
forme native d' une protéine ne serait pas la structure thermodynamiquement la plus dable. En
effet, rgjoindre la structure d’ énergie minimale de fagon tres rapide sont deux condtions qui

semblent mutuell ement exclusives.

La compréhension du plgnomene de repliement a énormément évolué depuis les années
90 t, al’heure aduelle, deux hypothéses principales % proposent de donrer une solutiona ce

probléme:

e |'adoption dun chemin péférentiel, de repliement, avec la présence d éats
intermédiaires. (‘old view')
e conception e I'énergie de surface de la protéine wmme un entonndr : landscape

picture likea funnel. Ce courant est dénomme : ‘new view' .

La premiére solution propose qu'il y ait des chemins préférentiels pour le repliement avec
la posshilité pou les protéines de passer a travers des états partiellement structurés, qui
peuvent étre transitoires ou stables avec une popuation ben définie. Le mécaiisme de
repliement est ainsi envisagé mmme dant similaire aune réadion linédre. Si les étapes ont

suffisamment spédfiques, seule une petite région ce I’ espace onformationrgl sera explorée
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et le paradoxe de Levintha sera dors évité. Cette conception est confortée par la mise en
évidence d' intermédiaires partiellement repliés, qu peuvent se former au cours du repliement
et sous certaines condtions de dénaturation. Mais de récantes études expérimentales doment
une description dus complexe du repliement, avec la mise en évidence de cemins de

repliement parall éles.

Durant les années 19951997, um nouwlle vue, combinant approche théorique d
expérimentale déait le folding en terme d ensembles gatistiques (Dobson & Karplus 1999.
Lamécanique statistique prédit que les états maaoscopiques, dénaturés et intermédiaires, sont
des distributions ou des ensembles de diverses conformations des chaines individuelles. Dans
ce schéma deux états maaoscopiques distincts ne sont pas nécessairement deux ensembles
distincts de cnformations microscopiques ; ces deux ensembles peuvent se superposer.

Dans cette nouwelle mnception, le repliement est défini par Dill comme ‘a parallel flow
process of an ensemble of chain molecules; folding is seen as more like trickle of water down
mountainsides of complex shapes, and less like flow trough a single gulley’. (Dill K. A. and
chan H.S. 1997. En dautre termes, le repliement peut ére déait comme une sé&rie de
transitions entre des états d énergie de plus en plus basse, guidant la protéine par un effet
d’entonndr vers I'etat conformationrel de plus base éergie, la mnformation retive. La
chaine polypeptidique n'explore dors qu une fradion des éats accessbles. Dans cete
représentation, les états intermédiaires corresponcent a des ‘creux’ nécesstant, soit que la
chaine paypeptidique ‘revienne en arriere’, soit qu elle se replie suivant une trgedoire
parall éle.

L’espace @ergétique est I'énergie libre de chaque conformation en fonction des
degrés de liberté comme par exemple les angles dihedres (psi et phi) etc...et chaque
conformation est représentée par un pant sur I’énergie de surface multidimensionrelle. La
Figl.1 (C) montre que al’origine du repliement il existe plusieurs conformations accessbles
ayant la méme éergie libre, et que la surface accesble est trés large. Lorsque le repliement
progress, |’ énergie du systéme d le nombre de cnformations accessbles diminuent avecla
formation des contads natifs. L’entropie du systeme diminue auss. La présence de allines
correspond a des conformations de haute énergie (état de transition) et cdle des vall ées a des
configurations qui sont plus favorables que les voisines (état intermédiaire). La surface

d’ énergie libre peut étre déterminé par smulation Monte Carlo (Sali, 1999.
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La nouwelle vue remplace #ors le mncept de chemin d’événements fquentiels par
cdui de I’entonnoir avec &énements paralléles. La nouwelle perspedive voit |e repliement
comme un pocesas de diffusion oules mouvements de chaque dchaine sont asynchrones et
chaaun drigé par les mouvements Browniens a travers différentes squences de
conformations qui amenent, enfin, ala structure native.

En uilisant la méaphae de I'énergie landscape, il est possble de comprendre

intuitivement les diff érences entre I’idéede chemin de repliement et I’ entonnar.

Dans la Fig 1.1 (A), est représenté ceque on appelle ‘paysage du terrain de golf de
Levinthal’, gu montre dairement qu une protéine qui cherche sa mnformation retive, au
hasard, peut prendre untemps infini. LaFig I.1 (B), montre qu un chemin préférentiel amene
diredement et plus vite ala conformation retive. Dans cette représentation, le ‘tunnel’ peut
avoir des vall ées et des collines, qu représentent comme déja discuté des états intermédiaires
ou ce transition. Mais cette représentation suggere qu au début du repliement il existe une
conformation prédse A. Or, il n'y a aicuneraison, qu implique qu'il existe une cnformation
de départ spédfique.

LaFig 1.1 (C), qu représente |’ énergie de surfacedans la nouwelle amnception, montre
tout d’abord gue I’hypothése de rejoindre le minimum de I’entonndr dans le minimum de
temps est posshle, mais que, surtout, on peut se trouver en unpaint quelconque du bad dela
surface d énergie. Ced signifie que le minimun dénergie peut étre rgoint par plusieurs

chemins.

La solution serait dorc I*entonndr’ et nonles ‘tunnels’ (ou chemin préférentiels). La
distinction entre le cdhemin préférentiel et I'entonndr est que le premier est un chemin a une
dimension, a travers |I’espace des configurations, alors qu un entonndr déait plutét une
diminution progressve de la dimensionralité de I’espace accssble, en passant de plusieurs

degrés deliberté pour la chaine dénaturée aune ésence @mpléte pour |’ état natif.
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Figl.1A) ‘Paysageduterrain degolf de
Levinthal. N est la conformation naive
(Dill and Chan. 1997.

Figl.1. B) Le chemin préférentiel est une
solution ala recherche au hasard.
A représente la configuration dénaturée
(Dill and Chan. 1997.

Figl. 1( C) Energie de surface avecdes piéges
cinétiques et barrieres d’ énergie. Dans cette
représentation le repliement peutinclure plusieurs
états intérmediaires. (Dill and Chan. 1997).
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|.3 Laréaction de repliement.

Laréaction de repliement est toujours caradériséepar un état initial ou la protéine est
représentée par une chaine non structurée ¢ un éat final ou la protéine ateint la structure

native tridimensionrelle. 11 est donc tres important de bien déaire ces deux formes extrémes.

Dans le ca& plus smple ou I’ é&at natif est en équili bre thermodynamique avec|’ état
non replié de la protéine (Fersht A.R. 1997; Jackson. S.E. 1998), le procesaus peut étre
déait par unmodéle adeux états. Le schéma représentant laréadion est déait par laFig 1.2

Dans ce modéle, laréadion est une transition du pemier ordre dans laguell e les deux

états en équili bre sont séparés par une barriere d’ énergie @rresponcant al’ état detransition.

Dépliement ou
dénaturation

Etat nonrepli é U N  Etat natif
—

Repliement ou
Renaturation

A i Etatde

transition

=
2
=0
)
5 Btat nog l@ I Stabilité
replié
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Fig |.2 Schéma représentant la réaction de repliement a deux é&ats dars laquelle I’ état nonreplié est
en équilibre thermodynamique avec I’ éat replié. Ces deux éats ont séparés par une bariére
d énergie correspondar a |’ état de transition.

Avant de discuter |’ étape de transition, nos allons, tout d’ abord, deaire I’ état natif et
I état compl etement dénaturé.
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| .4 Caractéristiquesdel’ état natif

Les techniques de aistallographie € RMN ont permis de déterminer de nombreuses
structures de protéines et de déaire les propriétés caradéristiques de I état natif. La structure
générale d' une protéine est déterminée par une hiérarchie d’unités gructurales partiell ement
indépendantes (Fig I. 3)

La structure primaire est le niveau dorganisation structural le plus élémentaire d
correspond a la séquence a1 addes aminés. Le seoond niveau hiérarchique est fourni par les
structures fwmndaires, corresponcant & un enchainement répétitif de liaisons peptidique
posgdant des coupes @ et Y particuliers. Ces dructures ont essentiellement constituées
d'hélices a et des feuillets 3. Elles ont conrnedées entre dles par des bouwcles stuées
esentiellement a la surface de la protéine ou les contraintes gériques ot minimales. La
structure tertiaire correspond a |’ organisation tridimensionrelle, biologiquement adive, ou
native de la protéine. D’ une fagon générale la forme globuaire des protéines est optimiséede
fagon a enfouir les résidus hydrophotles et expaoser les résidus poaires. Enfin un dernier
niveau hiérarchique est constitué par lastructure quaternaire, qu correspondal’ assemblage

noncovalent de plusieurs chaines identiques ou non .

Primary

Fig|. 3 Schéma des gructures hiérarchiques d’ une protéine (Branden 199)

L’amélioration des conneissances sur les dructures des protéines et la @ntinuelle
augmentation des dructures déposées a la Protein Data Bank ort permis de daser les
protéines en dx familles représentatives des topdogies les plus fréquentes (Orengo et coll.
1997 Figl. 4.
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Figl. 4 Laroue CATH représentant le dassement des gructures de protéines (Orengoet coll, 1997.

On remarque que les fquences des protéines appartenant a une dasse topdogique
donréene sont pas forcement identiques et peuvent méme ére trés diff érentes.

Par contre, Sudarsanam (Sudarsanam 1998 a démontré en analysant 5420 structures
de protéines, quil existe des sgments polypeptidiques ayant une sequence identique qui
présentent diff érentes gructures tridimensionrell es. Cela montre que la structure d une daine
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est déterminéenon seulement par des interadions locaes entre les addes aminés proches dans
la séquence mais auss par desinteradions nonlocaes.

Pour examiner comment I’environrement influence la formation des éléments de
structure secondaire, Minor et Kin (Minor 1996 ont congu une séquence de 11 addes aminés
(' chameleon’ séquences), qu se replie omme une hélice dpha ou comme un feuill et beta
selon sa position dans la séquence du IgG-bingind damaine de la protéine GB1. Plus
récenment, Davies et al (1998 ont démontré expérimentalement que le peptide de fusion du
virus de la leukalemia feline (feline leukalemia virus fusion peptide) qui est constitué de 28
addes aminés peut changer sa mnformation entre un random coil, ure hélice a ou feuill et 3
selon I’environrement ou il se trouve. Damaschun et coll (1999 démontrent que la protéine
phosphaglycerate kinase (PGK), peut atteindre deux autres conformations diff érentes native,
selon|’environnement ou elle est placéependant le repliement. Ces conformations sont moins
compades et contiennent plus de structures mndaires que I'éat natif. Ces observations
soulignent I'intérét de I’énornceé de Anfinsen (1973, mais surtout qu'il est tres difficile de
discerner les résidus ou les groupes d’ addes aminés déterminants pou I'acquisition dune

topdogie donrée

L’ état natif d’ une protéine crrespondaun état thermodynamique stable, ¢’ est-a-dire
al’éat d énergie libre minimum. Pour le démontrer il est suffisant de démontrer que I’ &at
natif est une fonction détat qui ne dépend pas du processus de repliement, et dorc quil
congtitue |’ état d’ énergie minimale accegble pendant le procesaus de repliement. Cette idée a
étée onfirméepar la découverte de la réversibilit € du procesaus de repliement. Les premieres
expériences aur laréversibilit é furent cdles de Anson et Mirsky ( 1931) and Anson (1945 qui
démontraient la réversibilité du repliement de I’hémoglobine en mettant en évidence la
similarité des propriétés de I’ état natif et de I'état ‘renaturé€ . Depuis il a &€ montré que la
dénaturation ce plusieurs protéines, quelles comprennent un ou pusieurs domaines est
thermodynamiquement réversible. Cela signifie que la structure finale doit corresponde au

minimum d’ énergie, cdui le plus bas de tous |es autres états accessbles.
La oconformation dune protéine globuaire résulte d'un équilibre entre les forces

dominantes inter-atomiques (interadions hydrophotes, liaisons hydrogenes, interadions de

van der Wads, interadions ioniques) et I'entropie mnformationrelle de la diane

-10-
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polypeptidique qui s oppcse a repliement (Dill, K.A.1990. Les interadions hydropholes'
qui ont été pendant longtemps considérées comme le ‘moteur du repliement’ ne sont pas la
seule contribution daninante. D’abord Tanford (1962, pus Brands (1964 démontrent que si
laprotéine est condute au repliement simplement par | hydrophobe, la stabilit € de la protéine
serait d'un adre de grandeur plus grand de ceui mesuré. Lavaleur de |’ énergie libre serait de
I’ordre de 100- 200 Kcd /mol a 25°C, aors qu elle et généraement de I’ordre de 5- 10
Kcd/mol (Privalov 1988. Ensuite la tendance ai dépliement en fonction ce la température
N’ est pas en acord avecle folding plus ‘serré qu résulterait théoriquement du comportement
desrésidus non pdaires qui S associent plus fortement lorsque latempérature aigmente.

Le nombre de mnformations compades accessbles pour une dane aigmente
exporentiellement avec la longueur de la dhaine (Chan & Dill 1989 Dill 1985. Tous les
types d’interadions jouent un réle, dans ces configurations accessbles, et peuvent donrer lieu
a des conformations ayant des énergies libres différentes. Mais |'existence dune
conformation retive unique dérive du fait que les conformations cgpables de maximiser le
nombre de contads nonpaaires ont tres limitées (Dill, 1990; Chan H.S. and Dill K.A. 1996

Les différents types d'interadions qui définisent la topdogie native des protéines
peuvent se regrouper en deux grandes classes: interactions locales et interactions non
locales (Fig I. 5). Une caadéristique tres importante du repliement est que des résidus
gloignés dans la structure primaire peuvent se retrouver proches dans la structure
tridimensionrelle. Les interadions locdes, hydropholes ou pdaires, sont cdles qui
interviennent entre résidus proches dans la séquence Elles jouent un réle dans la
prédisposition des différents gments de la dcaine poypeptidique aformer les dructures
sewmndaires. Les interadions non locdes ont cdles qui interviennent entre résidus éloignés
dans la séquence Elles peuvent étre d’ origine hydrophole ou dorigine polaire & favoriser,

par exemple, laformation duccaur hydrophote.

! Quand les résidus apolaires ont exposés au solvant, les interadtions lvant-solvant sont plus fortes que les
interadions lvant-groupes apolaires, de sorte que I’eau forme des cages autour de cesrésidus apolaires. Quand
la chaine polypeptidique se replie, les résidus apolaires vont se trouver treés proches les uns des autres, et vont
caser la structure du solvant. La perte de ces interadions, détermine une aigmentation d’ enthalpie mais auss
une aigmentation concomitante du désordre du solvant et donc de I'entropie. Cette variation d entropie
compense largement la variation d’enthalpie de fagon a de rendre spontané le procesaus de repliement de la
chaine hydrophobe al’intérieur de la protéine.

-11-
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Fig|. 5 Schéma représentant lesinteractions locales et nonlocales.( Dill, 1990.

|.5 Caractéristiques des états dénaturés

Le procesaus du repliement est connu apuis le début dusiede. En 1902, Emil Fischer
et Franz Hofmeister concluent indépendamment que les protéines nt des chaines ou les
addes aminés nt lies covalemment. Chick et Martin en 1911 on été les premiers a
démuwrir le procesaus de dénaturation et a le distinguer d’ un procesaus d’ agrégation. Mais, si
en 1925 onassciait le procesaus de dénaturation a I’ hydrolyse de la liaison peptidique, ce
nN'est seulement quen 1931 qe fut avancéel hypothése que la denaturation des protéines
constitue en fait un pocesuus de depliement (Wu, H. 193). En 1929 il eéaqit
que ‘Denaturation is the breaking up ¢ these labile linkages. Instead d being compact, the
protein nov become a dffusive structure. The surface is altered and the interior of the
moleaule is exposed’. En 1931,il éait encore: ‘Denaturation is disorganzation d the
natural protein moleaules, the change from the regular arrangement of a rigid structure to

theirregular, diffuse arrangement of the flexble open chain’ (Wu , 193).

A l'inverse de |’ état natif, les états dénaturés ont beaucoup pus difficiles a définir et &
caadériser en raison e I’ absence d’ une structure precise. Cependant, les éudes gructurales
des ces états désordonnés ont trés importantes en raison du réle des conformations
préférentiell es initiant le repliement. D’autre part, on ne possede que des informations trés
fragmentaires aur les événements qui précélent la formation des gructures ssoondaires et
tertiaires. Si les études de aistall ographie sont interdites par I'impossbilit é de aistalli ser un
état dénaturé, depuis quelques annéeslaRMN et la diffusion aux petits angles, des neutrons et
de rayons X, ort été largement utili sées, pou obtenir des informations gructurales a haute

base résolution. La RMN est intéressante pour caradeériser les gructures locaes, au niveau

-12-
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atomique, dans diff érentes condtions de dénaturation. La diffusion aux petits angles, comme
nouws en discuterons plus en avant, permet de caadériser la compadté de la protéine d les

conformations de la chaine dépliée

Les premiéres études sur les états dénaturés ont été faites par Tanford (Tanford, 196§,
qui donre une description cétaill ée sur la caadérisation e ces états et qui montre surtout
comment |’obtenir et comment I’interpréter expérimentalement. 11 montre quen 6 M et 8 M
de GdnHCI, a température anbiante, la plupart des protéines subit une transition vers un état
de ‘randam cail’ sans gructure résiduell e, et il souligne une diff érence de mnformation entre
‘linear randam coil’ et ‘crosslinked randam coil’ due al’ absence, ou non, @ port disulfure.

Des études plus récentes et en particulier des études de RMN montrent que dans
certaines condtions extrémes de dénaturation, il est encore possble de trouver des gructures
locdes (Damaschun, 1998 Belloque, 1998 Buck,1995, Neri 1992. Belloque & coll.
(Bellogue, 1998 montrent, par exemple que la B-ladaglobuine dauffée apH 2 conserve la
plupart de ses gructures mndaires. En éudiant simultanément diff érentes régions de la
protéine aplusieurs températures, ils montrent que s a 55°C certains brins et bouwcles £
déplient compléetement d’autres gructures ne se déplient que partiellement. Dans 7M d’urée
un amas hydrophole impliquant quatre daines latérales hydropholes a I'intérieur d’un
segment de six résidus a auss éte détedé dans la structure du répresseur 434 (Neri, 1992.

Garcia @ a. (1995 ont révélé, pou des concentrations de dlorure de guanidinium
proches de 1M, I'existence d'interadions résiduelles autour des deux tryptophanes de la
phosphaglycerate kinase (PGK). En travaillant sur des mutants dans lesquels un seul
tryptophane est conservé, ils ont caradérise plus prédsément ces dructures résiduelles a
I’ aide de lafluorescence statistique @ résolue en temps. lIs ont ainsi montré que ces gructures
sont stabilisées par des interadions différentes, hydropholes ou éledrostatiques, selon

I”’environrement locd.

L’ensemble de ces éudes montre que cetains éats dénaturés ont relativement
proches de I’éat randam coil théorique €@ que cetaines dructures locdes peuvent étre
formées par la présence de structures ndaires ou amas hydrophotes (Dill and Shortle
1991). Enfin les donrées expérimentales indiquent auss que s certaines protéines montrent
des caradéristiques smilaires dans certaines condtions de dénaturation, I’ éat déplié varie de
fagon importante avec |’ agent dénaturant (dénaturation en pH adde, thermique @ chimique),

pouvant ainsi condure ades procesaus de repli ement diff érents.
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L'éat dénaturé comprend un grand nanbre de nfigurations sgnificaivement
diff érentes en équili bre rapide entre dles. Il peut étre donc défini comme une distribution de
diff érentes configurations qui dépend e fadeurs externes. Sous certaines condtions |’ état
complétement déplié, c'est a dire trés ouvert sans dructures fndares, peut étre
prédominant (Dill 1991). Les états dénaturés compacts, sont obtenus dans des condtions de

dénaturation dus dowces Fig l. 6.

NATIVE, DENATUREDR

Figl. 6 Schéma delatransition de dénaturation. A gauche est représenté la protéine native ; a droite
les conformations possbles de la protéine dénaturée |, représente un état compacte posshble. U
correspond al’ éat completement dépli é .(Griko, 1994).

L’augmentation du naonbre d’'éudes ur les états dénaturés, compads et déepliés, a
stimulé le développement des méthodes danalyse € interprétation des donrées
expérimentales uvent trés complexes. Par exemple, ure stratégie pou déteder les gructures
résiduell es consiste autili ser laRMN et ainterpréter les déplacements chimiques, des protons,
par rappat aux déplaceanents chimiques que I’on attend pou ces protons dans un randan
coil. Fiebig et a (Fiebig, 1996, propcsent une stratégie plus compléte, pou déaire les
conformations du squelette des protéines dénaturées. Ils utilisent la distribution des angles
diédres de la dhaine principale qui est extraite des bases des donrées. Ce modéle, qu est
utilisé pou prédire les parametres de la RMN, reprodut plusieurs caradéristiques des
donrées expé&imentales pou le lysozyme dans 8M d'urée a pH adde. Ced permet
I"identification des gructures résiduell es, pou les états non retifs des protéines. Les gructures
résiduelles observées dans le lysozyme peuvent alors étre expliquer par des changements
locaux des angles diedres induts par la variation ce I’ éat d’ionisation des résidus. Une aitre
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posshilit é est que les gructures résiduell es peuvent étre déterminées par des eff ets coopératifs

entre les résidus proches de la séquence

[.5.1 Obtention des états dénaturés.

Les modéles expérimentaux de I’ état dénaturé sont obtenus a partir de perturbations de
I” état natif, et peuvent étre obtenus de fagons tres diff érentes : par variation ce la température,

du [H et par addition d agents chimiques dénaturants.

La variation de pH en modifiant I'ionisation des chaines latérales de la protéine,
déstructure les paires ioniques et rompt les liaisons hydrogénes. En général les protéines &

déplient pour des valeursde pH inférieures a5 et supérieures a10. ( Creighton 1993

L’augmentation de la température d' une solution protéique augmente |’énergie de
vibration et de rotation des moléaules. Au dela d’une ceataine anplitude, ces mouvements
changent profondément |’ équili bre entre les diff érentes interadions faibles qui donrent sa
stabilit € ala conformation globuaire de la protéine

L’urée & le dhlorure de guanidinium sont les dénaturants chimiques les plus utili sés et

les mieux connts.

O NH;
0 [
H2N 0O CcCO NH2 H2N 0 C== NHZJr
Urée Chlorure de guanidinium

Les effets direds de ces dénaturants chimiques, sur les proténes, ne sont pas vraiment
tres bien connus Ces dénaturants chimiques ont la potentialité de former plusieurs liaisons
hydrogenes avec la dhaine peptidique, cassant ainsi les liaisons hydrogénes des protéines et
déstabilisant les dgructures ®mndaires. lls ont tendance a agmenter la solubilité des
protéines et a interagir de préférence asec la surface pdaire ou non, @ la proténe d’'une
fagon dus favorable que I’ eau. Ces dénaturants modifient auss la structure du solvant parce
guilsont la cagadté de former des liaisons hydrogenes de géométrie diff érente de cdles qui
se produsent dans |’ eau..

Le probleme le plus important est la difficulté de mesurer les constantes de liaison
quand la mncentration ce la protéine est de 10* M et cele du dénaturant de 4 M (Shellman
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JA. 1987%. Il est clair que le dénaturant interagit diredement avec la protéine € que atres
haute concentration ure modificaion substantielle de la structure du solvant est certaine
(Bresow R & Guo T, 1990Q.

Différents modéles ont été développes pou expliquer comment le dénaturant déplie une
protéine. On peut suppcser que I’ agent chimique en migrant al’ intérieur de lamoléaule puisse
former des liaisons hydrogene avec les atomes du squelette ( Hedwig 1991), ou seulement
diminuer les eff ets hydropholes (Wetlaufer 1964

Une dude trés intéressante a é¢ dfedué par cristallographie aux rayons X, sur des cristaux
de protéines (ribonwclease A, dihydrofolate reductase (DHFR)), hydratés par du guanidinium
et del’urée(Dunber. J. et a 1997). Le dhangement le plus important qui a &€ mis en évidence
est ladiminution ce la valeur du fadeur thermique donc de la mobilit € des atomes. Il est mis
en évidence que par exemple la DHFR solvatée aec de |'urée perd la mobhilit é des atomes
polaires des chaines latérales ; laribonuclease A traitée aecle dlorure de guanidinium perd
par contre la mohilit € soit du squelette soit des chaines latérales polaires et apolaires. La perte
de mobilité est justifiée par la présence de liaisons entre le dénaturant et cetains stes
préférentiels parce que les moléaules de dénaturant peuvent former des liaisons hydrogénes
entre diff érents parties de la dhaine paypeptidique. La méme réduction de mobilité a é¢ aiss
suggérée dans des protéines dénaturées en solution (ribonwlease A, lysozyme, cytochrome c)
par des expériences de cdorimétrie (Makhatadze G.1 et a. 1992. Ces expériences ont mis en
évidencele fait quelaliaison dudénaturant ala protéine est accompagnéepar une diminution
significdive d’ enthalpie @ dentropie. Ces résultats montrent que les multiples liaisons

hydrogene réduisent la mohilit € de la chaine polypeptidique.

|.6 L’ éape detransition.

L’ état de transition correspond a la barriere d énergie qui sépare |’ état non replié de I’ état
replié. Dans |’ état de transition, les interadions qui favorisent le repliement, atteignent un
seuil critique qui permet de mmpenser la perte d'entropie aciée ala formation des
structures natives. C'est un état trés instable, et une fois atteint, la protéine peut se replier de
fagon trés cooperative. Par contre si |’ état de transition est atteint avec difficulté e repliement

delaprotéine est susceptible d’ étre lent.

-16-



Introduction générale

|.7 Existencedes intermédiaires danslestrajedoires de repliement.

Le procesaus de repliement de la plupart des protéines possadant plus d’une centaine
d’'addes aminés, présente des cinétiques multiphasiques, indiquant I'existence d' états
intermédiaires au cours de leur repliement (Roder et Colon , 1997. Il se pose dors le
probléme de déterminer les fadeurs qui condusent alaformation ce cesintermédiaires.

En comparant les protéines qui se replient avec ou sans la formation dintermédiaires,
on remarque gue ni la complexité topdogique, ni les vitesses de repliement ni la wmplexité
de I'état de transition re permet vrament de les différencier. Il semblerait que le seul
paramétre qui distingue ces deux classes de protéines it la longueur de la daine
polypeptidique. On observe que laformation dintermédiaires est associée aix protéines ayant

plus de 100résidus.

Les états intermédiaires obtenus a I’ équili bre sont couramment désignés par le terme
géné&ral de ‘globue fondu ou éat partiellement replié. Etant observées a I'équili bre, les
propriétés gructurales et dynamique de ces états partiellement repliés ont pu étre caadérisées
en detail .

Les états intermédiaires cinétiques ne peuvent étre observé au cours du repliement que
Sils ot suffisamment stables. Les intermédiaires de repliement sont généralement formés
rapidement puis évoluent durant une dape plus lente vers I’ état natif. Selon les protéines les
intermédiaires apparaisent dans |I'édhelle de temps de quelques millisecndes a quelques
centaines de milli secondkes.

Pour une méme protéine, ces intermédiaires peuvent possgder des propriétés trés
différentes suivant I'état initial de repliement. Les mesures de dichroisme drculaire résolue
en temps, indiquent que les taux d héli ces peuvent varier de 30% du signal natif dans la Snase
(Sugawara d coll 1991 a70% dansla Rnase H (Y amasaki).

Les feuillets B ont éé moins bien olservés dans ces intermédiaires probablement
parce que leur détedion est moins aisée par CD. En revanche, de réceantes éudes par
spedroscopie infrarouge résolue en temps indiquent que ces intermédiaires peuvent

€galement comporter un taux non régligeable de structures en feuill ets (Panick 1998.
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Dans I’ensemble, les informations obtenues aur les intermeédiaires formes prémcement
au cours du repliement rendent compte d’'un ensemble d états dynamiques relativement
compads, comprenant un coaur hydrophole rudimentaire @ des éléments de structure

secondaire marginalement stable.

[.7.1 ROle des états intermédiaires.

Laquestion qu se pose est de savoir quel role ont les intermédiaires dans |le procesaus
de repliement. Pendant de nombreuses années |'hypathese dait que ces intermédiaires
corresponcent a des phases successves d organisation e la dhaine paypeptidique ddant a
I’acqquisition ce la structure native. La preuve expé&imentale qu’ une protéine est capable de se
replier suivant un rocesaus a deux états a profondement boueversé cedte représentation car
elle amontré que laformation dintermédiaires gables aur les trgjedoires de repliement n’ est
pas une @ndtion pou |I'aquisition ce la topdogie native (Fresht 1997, Jadkson et Fersht
1991). Dans les moddles aduels, les énarios propasés pou rendre compte du réle de ces
intermédiaires sarticulent autour de trois hypotheses, schématisées par des eéquili bres
chimiques entre I’ éat nonreplié U, unintermédiaire | et I éat natif N :

Uol o N | « Uo N -
I
1 2 3

Uo N
N,/

Dans le premier cas I'intermédiaire est une dape ohligée du repliement, nécesstant
gue toutes les moléaules passent par cette éape pou se replier. Dans le deuxiéme ca,
I"intermédiaire est un dege dnétique d doit se déstructurer pour condure ai repliement
produwctif de la protéine. Le ca& (3), propcse un concept suppdémentaire qui est cdui de
I’existence de trgjedoires multiples dans le repliement. Dans ce modéle, la daine
polypeptidique peut emprunter des trgjedoires trés différentes pour se replier, certaines
d entre dles comportant laformation d éats intermeédiaires, d autre pas.

La présence d'intermédiaires étant détedée pour de nombreuses protéines, la question
est de savoir s'il favorisent ou d&favorisent le repliement. Plusieurs auteurs ont propcsé que
I’acawmulation dunintermédiaire raentit |a dnétique de repliement par rappat a cdle guon

pourait attendre dans un procesaus de repliement a deux états. Mais certaines expériences
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montrent que si I’on mute les résidus participant a la stabili sation dun intermédiaire, il est
posshle de passer d'un rocesaus atrois états a un pocesus a deux états (Baldwin 1996, et
gue le repliement est plus rapide pou la protéine sauvage, lorsque que I'intermédiaire se
forme, que pou la protéine mutée qu subit une transition a deux états. Rodes et Colon
(1997 suggerent que les intermédiaires formés aux étapes précces du repliement et
impliquant des interadion retives, accéerent le procesaus de repliement, tandis que les
intermédiaires formés dans les étapes tardives et impliquant des conformations non retives,

ralentisent le repli ement.

Cet ensemble de donrées souligne que le réle des intermédiaires varie selon les
protéines considérées. Les intermédiaires ont susceptibles de se former lorsqu une région
plus ou moins importante de la protéine se replie de fagon coopérative sans pou autant
entrainer e repliement de la protéine entiére. 1l apparait donc dairement que les protéines ne
se replient pas €lon ure trgedoire unique, mais que les trgjedoires Nt multi ples, chaaine
possdant une dnétique propre € ses états de transition. C'est pou rendre mmpte de cdte
complexité que plusieurs auteurs, se basant alafois aur des résultats de simulation théorique
du repliement et sur les nombreuses expériences de repliement in vitro effeduées ces
derniéres années, ort propcse le schéma de repliement, utilisant la représentation dun

paysage d’ énergie déait précaemment.

|.8 Les étapesinitiales du repliement

Dans la littérature cncernant le repliement des protéines il est souligné I'importance
de deux procesaus fondamentaux au cours du repliement, I'un global associé al’aayuisition
d'un éat compad et I'autre plus locd asscié ala formation de noyaux de structures
semndaire. Ces deux procesaus jouent un role significaif parce quils permettent non
seulement a la dhaine paypeptidique de limiter I’exploration e I’espace onformationnel

mai s également de rejoindre la mnformation retive.
En 1982Kim et Bawin proposent le modele de la dharpente (ou framework model

qui postule que les gructures ndaires de la protéine se forment avant la mise en pacede

la structure tertiaire. Les dructures mndaires forment ains une ‘charpente’ Ce modele
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laisse suppaser qu'il n’existe qu un seul chemin menant de la dhaine polypeptidique naissante
alaprotéinenative (Fig1.7)

Ptitsyn and Rashin (1973 proposent le ‘modular assembly model’ dans lequel le
repliement commence avecle repliement de diff érents régions de lamoléaule ( Fig 1. 7)

Ces deux modeles peuvent étre mmbinés entre aux, une protéine peut consister de domaines
guasi-independants ou ¢k sous-domaines qui peuvent se replier indépendamment, chaaun en
acord au framework model.

Le modele du collapse hydrophobe, proposé par Dill (Dill, 1990; Dill, 19995,
suggere que la diaine paypeptidique subit un effondement, di aux addes aminés
hydropholes qui se regroupent en formant un coaur, suivi de la formation des dructures
sendaires et tertiaire (Fig 1. 7).

A partir de la cmparaison entre les donrees expé&rimentales et les résultats de
simulation, il a &é possble de postuler d autres modeles, qu se basent sur la formation de
noyaux de structure locde qui vont diffuser et interagir sous I’ effet de I’ eff ondrement général

dela chaine palypeptidique.

A. Framework Model

Figl.7 Skemaill ustrant les modéles de repliement de type charpente (A) et de type mllapse
hydrophote (B). (Dill et coll 1995.

C'est le modéle de diffusion collision propose par Karplus et Weder en 1994, qu

postule la formation de microdamaines de repliement qui peuvent entrer en collision par un
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procesaus de diffusion pou former des domaines de taill es supérieures, jusqua la structure
native. Le modéle de nucléation condensation (ltzhaki L.S.,1995 fait auss partie de ce

courant (Fig 1.8).

NUCLEATION-CONDENSATION
RATE DETERMINING FORCI-2
AND FOR SINGLE MODULES /
HIERARCHICAL ASSEMBLY
(DOCKING/CONSOLIDATION)
MULTI-NUCLEATION-CONDENSATION RATE DETERMINING
FOR BARNASE AND
\ MULTI-MODULAR
PROTEINS

Fig 1.8 Schémaill ustrant le modéle de nucleation condensation propcsé par Fersht 1997.

Le modéle du ‘jigsaw puzde proposé par Harrison & Durbin en 1985[Harrison, S.C.
1985 se diff érencie des deux premiers car il tient compte de I’ hétérogénéité de I’ état dénature
des protéines: puisqu'il y a une grande diversité de conformation des protéines dénaturées,
les chaines palypeptidiques ne devraient pas toutes emprunter le méme cemin. Il y aura

plusieurs chemins pou arriver alaméme solution quasi-unique.

Ces modéles de repliement ont souvent éé sujets a polémiques, chaaun tentant
d’interpréter les résultats expérimentaux en faveur de I’'un oul’ autre. Une des raisons de ces
polémiques vient du fait que, jusqua il y a peu de temps, peu dinformations gructurales
étaient disponibles aur lesintermédiaires observes

Cependant, les études gructurales et les développements de la RMN, combinés a la
mutagenese dirigée permettent maintenant d'identifier de plus en pus uvent les
interadions qui stabili sent ces intermédiaires et par suite de propcser un modéle dnétique
pou le repliement de cetaines protéines. Par exemple, I’ é&ude du cytochrome C, a permis a
Roder et ses collaborateurs (1988 de doisir un modele de repliement séquentiel. Lorsgque
suffisamment d’'informations seront disponibles, il poura ére possble de regrouper diff érents
mécanismes en unseul modée, exprimant une ligne diredrice du repliement, a moins que ces

lignes ne soient multiples, al’instar des dructures tridimensionnell e des protéines.
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Enfin, des études récentes de mesures cinétiques tres résolutives ont permis d’ estimer
les temps caradéristiques de formation ce ces noyaux de nuclédion. Ces études montrent que
les hélices = forment dans des temps de I’ ordre de 0.1 us, que la formation ce turns prends
des temps de I’ ordre de 0.5 us et que laformation d une boucle qui comprend entre six et dix
addes aminés £ pase e 1 us. Ces donrees mettent en évidence que les dructures locdes,
codées dans la séquence, se forment trés rapidement au cours du repliement et jouent un réle

tresimportant des les étapes initi ales du repli ement.

Dans la littérature des derniéres années concernant le repliement, il émerge que les
petites protéines 3 semblent suivre de préférence, dans les étapes initiales, soit le modéle de
I eff ondrement hydrophote soit cdui de la dharpente.

Par exemple la formation des gructures soondaires intervient dans les premiers pas
du repliement de la wbrotoxine, une petite protéine cmpletement (3 (7 kDa). Le procesaus
continue avecun clastering compl éte des résidus hydrophotes (Sivaraman, 1999.

Par contre un effondrement hydrophole intervient dans les premieres étapes (< 10 ms)
du repliement de la CRABP-I (Céellular retinoic acid binding protein 1). Cette protéine est
réarangée @ 100a 200 ms en ure structure ayant une de type natif (Clark, 1999. Des
simulations de dynamique moléaulaire sur la protéine betanova (protéine a3 feuill ets beta),
ont montré que le repliement de la protéine se déroule en deux étapes d effondrement. Le
premier porte la protéine en un kasin qu contient varies gructures qui différent pour lataill e
et pou les éléments de structures ndaire; a I’état de transition ce cebasin a un besin
native, la protéine alopte une structure € taill e native-like & forme une 60% des contads
natives. Avec le deuxieme dfondrement la protéine aquiert sa compléte structure native
(Bursulaya, 1999.

Enfin ure é@ude sur la proténe tendamistate, qu a une structure secondaire cntenant
seulement des feuill ets B, des régions avec des bouwcles et deux ports disulfure (74 a.a),
montre, par des expériences de dnétique en fluorescence, que le repliement se déroule suivant
un poceswus rapide @ deux procesaus plus lents . Le premier, grace aiquel |a protéine
aquiert 80% de sa conformation retive, suit une loi a deux états. Il n'a éé détedé aicun
effondrement rapide de la dhaine pendant le repliement avant I’acquisition ce la structure
native tridimensionrell e (Schonlrunrer, 1997%.
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1.9 Tedniques biophysiques utilisées pour étudier le repliement des

protéines.

Plusieurs techniques développees pou caradériser I'état natif a I’équilibre sont a

I”heure aduelle adaptées pour la caadérisation structurale @ thermodynamique des états de

transition qu apparaissent pendant le repliement. Nous al ons résumer dans le tableau suivant

cataines techniques qui ont été utilisées au cours des derniers années pou caadériser le

repliement des protéines (Plaxco, 1996.

Propriété Technique Résolution | Mesure
en temps
Corepacking | Fluorescence <1lms Orientation et environrement des
tryptophanes.
e Absorbance UV ms Orientation et environnement des
tyrosines.
* Fluorescencedel’ ANS ms Formation et casare des
structures hydropholes.
« Atténuation ce fluorescence ms Enfouissement des tryptophanes
Dimensions e Anisotropie de fluorescence ms Mohilit é des tryptophanes.
moléalaires | Diffuson aux petits angles| <100ms Rayon ck giration, longueur de la
chaine.
(neitrons et rayons X) Is Rayon hydrodynamique.
« Diffusion quesi-élastique de la
lumiere.
Structure e Dichroisme drculaire lointain ms Conformation du sguelette
seoondaire uv moyennéesur la séguence.
et liaisons 5-10ms Séquence  spédfique de la
hydrogene *  Pulselabelling NMR formation ces amides dables et
des liaisons hydrogeénes.
» Pulselabelli ng spectrometrie Formation ce liaisons hydrogénes.
de mas=. 5-10ms
Structure » Activité biologique ms—s Formation de la structure native
tertiaire d autour du site adif.
structure ¢ Repliement interrompu 10ms Vitesse du dpliement des
native intermédiaires.
* CD proche UV Formation oes contads
ms aromatiques et de la formation ce
* NMR L liaisons disulfure.
s

Formation ce mntads édfiques
delastructure tertiaire.,
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.10 Intérét de la diffusion des neutrons et des rayons X dans les études sur

le repliement des protéines.

S de trés nombreuses dructures de protéines a |’état natif ont éé obtenues avec
prédsion, par cristalographie ou par résonance magnétique nucléare (RMN) en solution, les
études concernant les états dénaturés n’ont beaucoup pogress que ces derniéres années. En
effet, la caadérisation structurale de ces états est difficile @ les méthodes permettant

d’ apparter des informations prédses ont asez rares (Shortle 1996.

Les récants développements des ources et instrumentations des diffusion des neutrons
et des rayons X, ont appaté de nouweles oppatunités dans le domaine de la biologie. En
effet, la technique de diffusion aux petits angles permet d obtenir simultanément des
informations sur lataill e dans un danaine wmpris entre 10 et 10° A, laforme géométrique, la

compadté € laflexibilité delamoléaule ansi que sur lesinteradions intermoléaulaires.

Dans I'éude du repliement des protéines, la diffusion aux petits angles est une
methodk trés importante parce que la mmpadté est le paramétre qui caradérise al mieux le
degré de repliement. Depuis quelques années, les travaux faisant appel a cedte technique sont
en nanbre aoissant. Ils appatent de prédeux renseignements aur les diff érentes étapes du
repliement et sur lesinteradions gabili sant les divers états dénaturés ou intermédiaires. Grace
a cete tedhnique de diffusion, il a &é montré que que les protéines dénaturées pouvaient
adopter des conformation trés diff érentes. Les résultats des expériences de diffusion aux petits
angles, coupdés a caix de la théorie des paymeéres (de Gennes 1963; des Cloiseaux et
Jannink, 1990, ont appaté une @ntribution importante ala compréhension des propriétés
des états complétement dépliés. Cette technique peut étre utilisée aiss comme un moyen
simple pou contrdler I'intégrité structurale du repliement d' une protéine en fonction des

modificaions indutes par mutagenése dirigée

L’ applicaion e ceate technique al’éude des proténes compléetement dénaturées
requiert un certain développement des méthodes d’ analyse des résultats. Petrescu (1997 ont
propcsé une méthode pour cdculer le profil de diffusion dune protéine fortement dénaturée

Dans ce modéle, la protéine dénaturée et représentée @mme une chaine composée d’'un
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nombre fini de sphéres adjacentes. Il a @& montré que la similarité de lafonction de diffusion
cdculée a che obtenue par la phaospoglycerate kinase dénaturée par 4M de dlorure de
guanidinium, augmente asymptotiquement avec le nombre des gphéres. Pour déaire I’ état
completement dénaturé de cdte protéine, 100 spheres (quattre résidus par sphere) sont
suffisantes. Le modele tient compte des interadions locdes a curte portée & de cdles
intervenant entre résidus éloignées dans la séquence Avec un tel modéle les auteurs ont
montré qu'il est auss possble de déaire des effets de volume exclu (Petrescu A ,1999. Le
profil expérimental, de la PGK en 4M de dlorure de guanidinium, peut étre représenté par
une daine flexible de spheres avec des interadions a volume exclu, mais qui peuvent se

superposer partiell ement.

Konnoet al. (1995 ont éudié par les états dénaturés de I'inhibiteur de la subtili sine de
Streptomyces (SS) dénature par urée le froid et la dhaeur. Ils ont montré que ces trois états
sont completement diff érents. La protéine dénaturéepar 5 M d urée &t un random coil dort
le déploiement est uniqguement limité par les ports disulfure non réduits. La proténe
dénaturée par la dhaleur est par contre une chaine tres désordonrée mais possedant quelques
structures ndaires résiduelle, limitant I’extension spatiale de la chaine. En revanche la
protéine dénaturée par le froid, pecssede une conformation particuliére: elle et relativement
compade, ure partie de la protéine possdant une structure tertiaire & secmndaire diff érente
de cdle de la proténe native. L'autre partie et déstructurée ¢ correspond dow
principalement, a une région stabili see atempérature anbiante par des interadions de nature
hydrophole.

En combinant la diffusion des rayons X aux petits angles et le dichroisme drculaire
Chen et al. (1996 ont mis en évidence un état intermédiaire du lysozyme relativement
compad mais possedant une partie random coil. 1ls ont auss montré gu'en 8M d’urée ¢ apH
2.9, s dructures résiduelles persistent encore. Appliquant la méthode analytique SVD
(singular value déacmpasition) ils ont éé caables d obtenir les profils de diffusion ce I’ état

intermédiaire.

La spedroscopie infrarouge (FT-IR), et la diffusion aux petits angles, ort été
employées smultanément, par Royer et coll (1998, pou étudier les eff et de la presson sur le
repliement de la nuclease de staphylocoque. Les résultats montrent que seules des pressons
supérieures a 2 kbar ont un effet. A environ 3 klar le rayon ce giration est approximativement
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deux fois cdui de la protéine native (Rg=17A). La variation ce lafonction de wrréation de
paire montre gu en méme temps, la protéine dhange progressvement sa forme passant de
cdle d' un globue, aunforme dlipsoidale, a cdle d une caine dendwe. Par ailleurslaFT IR
montre que la presson produt des eff ets dénaturants déja apartir de 1.5 klar a (25°C), et que
I’ état dénaturé obtenu aux pressons supérieures a 3 kbar ne peut pas étre déait comme une
smple dcaine dédoire ca des gructures 3 persistent. En fonction de la température la
protéine présente une doule transition, durayon ce giration, qu atteint sa valeur maximale
(Rg=65A) a 80°C. A cette température, I’analyse FT-IR suggére que toutes les dructures

seondaires ont disparu.

Afin d éudier I' effet de la aooncentration dans le procesaus de repliement des protéines
Receveur et a (1998 ont utili sé la diffusion des neutrons aux petits angles pou déterminer le
deuxieme wefficient du viriel de la PGK native @ compléetement dénaturée Ils ont montré
gue la protéine mmpléetement dénaturéepar 4M de dlorure de guanidinium présente de fortes

interadions avolume eclu.

.11 La Dynamique des protéines

La modificaion e la dynamique intramoléaulaire, liée aix changements gructuraux
d’'une protéine pendant son repliement ou son dpliement, constitue un probleme trés
complexe a case de la diversité des mouvements mis en jeu. En effet, la dynamique
intramoléaulaire d' une protéine alieu sur un large domaine temporel, qu s éend e la
femtoseconde ala seconde. Les principaux mouvements nt cités dans le tableau 1, avec

leurs temps et leurs amplit udes caradéristiques.

Tableau 1:

Mouvements Amplitude Logio dutemps

(nm) caadéristique
Vibrations atomiques 0.001a0.01 -14a-13
Vibrations élastiques de régions globuaires 0.005a0.05 -12a-11
Rotation des chaines latérales exposées 0.5al -11a-10
Rotation des chaines latérales enfouies 0.5 -4a0
Transition all ostérique 0.1a0.5 -5a0
Dénaturation locde 0.5a1 5al
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S'il est clair que les changements conformationnels d'une protéine sont trés importants
pou sa fonction kiologique, le réle des fluctuations thermiques est moins évident (Cusad,
Hercules Book). Il a @& montré dans certains cas que ces mouvements ont importants pour
I’adivation dce la fonction de la protéine: par exemple, sans fluctuations thermiques,
I’ oxygene ne pourait pas entrer dans la poche de la myoglobine . Pour comprendre comment
et pourquad ces mouvements thermiques ont pertinents, ure éude de la dynamique dans la

gamme de temps ou il s interviennent (de la pico- alananosemnde) est esentiell e.

Les mouvements qui contribuent a la dynamique dans cette gamme de temps ont dus
a divers mécanismes, qu peuvent étre dasss de la maniére suivante: mouvements de type
vibrationnel, mouvements d'ensemble de domaines, mouvements de type diffusif, en
particulier des atomes appartenant aux chaines latérales des addes aminés. Les vibrations
atomiques ont des mouvements rapides, qu corresponcent a des énergies supérieures a 50
meV, ou encore ades temps caradéristiques de I'ordre de la picosecnde ou moins (voir
I'annexe Il pou la crrespondance éergie-temps). Les mouvements entre domaines sont
attendus dans les protéines pou lesquell es des parties rigides de la structure sort reli ées par
des parties plus flexibles. Ces mouvements nt suramortis et donc plus lents que les
mouvements vibrationrels. Les mouvements des chaines latérales ont pou la plupart
déterminés par leurs interadions avec le solvant, les résidus les plus exposés ayant la plus
grande mobilité. IlIs interviennent dans I'intervalle dénergie que nous alons plus
particuli erement étudier : 0-50 meV.

L’étude des procesaus dynamiques au niveau microscopique a €€ développée @
utili sant une grande variété de spedroscopies a haute résolution (spedroscopie infrarouge,
spedroscopie Mosdauer, Résonance Magnétique Nuclédre, fluorescence résolue en temps).
Il faut rgjouter a ces techniques la diffusion quesi-élastique @ inélastique des neutrons, qu
présente I'intérét de muwir des édelles de distances [0.5-10A] et d énergies [0-200meV] qui
corresponcent aux fluctuations thermiques, et de donrer des informations ur la géométrie des
mouvements. Suivant la gamme d énergie chaisie, il est possble d éudier les mouvements
condusant a de grands édchanges d’ énergie, tels que les vibrations atomiques de la moléaule,
ou les mouvements associes a de faibles édhanges d' énergie, correspondant plutdt aux
mouvements de diffusion et de rotation des atomes de la moléaule. Un autre intérét de la

diffusion quesi-éastique d inélastique des neutrons est de donrer acceés a des grandeurs que
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I'on peut diredement cdculer a l'aide des smulations de dynamique moléaulaire (Deriu
1993.

La premiére expérience de diffusion quesi-élastique des neutrons a éé faite sur des
fibres dADN dans les années ixante-dix (U.Dahlborg, 1977. Depuis, un certain intérét
Sest manifesté a case de la cgadté des neutrons a caadeériser les mouvements de basse
fréquence dans les g/stémes biologiques. La plupart des études que I’on peut trouver dans la
litt érature cncernent la dynamique de |’ état natif. Elles sont focdisées aur I'importance de
I’eau dhydratation (Zanaotti, 1999, sur I’éude de la densité d état vibrationels (Andreani,
1997; Ferrand 1993 et sur lamise en évidence d’ une transition vitreuse a basse température.
Les premiéres protéines pou lesquelles cette transition a €é mise en évidence sont la
myoglobine -protéine globuaire- (Doster,1989; Cusak 1990, la baderiorhodogsine protéine
membranaire-- (Ferrand, 1993, Fitter 1997,Réa 1997, 1998 la superoxide dismutase -SOD-
(Andreani 1995, Filabozzi 1996. Pour toutes ces protéines, sauf peut étre la
baderiorhodopsine, le déplacement caré moyen des atomes présente, en fonction ce la
température, ure transition aux aentours de 180-200K, alors qu' aucune transition structurale
N’ est observée a cke température. A basse température, les suls mouvements autorisés sont
des vibrations harmoniques de faible amplitude. Au-dessus de la température aitique, la
dynamique devient de type anharmonique, et elle et caadérisée par des mouvements
diffusifs de plus grande anplitude. Cette transition peut étre interprétée & terme de sous-états
conformationrels, qu correspondent aux différents minima de |’énergie potentielle de la
protéine (Fraunfelder, 199). A base température, ure description harmonique est
appropriée parce que les moléalles nt piégées dans un minimum de |'espace
conformationel. A partir dune cetaine température, la protéine possede une énergie suffisante
pou franchir les barrieres de potentiel. 1l apparait alors des transitions entre sous-états
conformationrels, qu permettent a la protéine d'atteindre la cnformation dans laquelle dle
est fonctionrelle.

[.11.1 Dynamique des états dénaturés des protéines.

La dynamique des états dénaturés des protéines a ée dudiée esentiellement a l'aide
dela RMN, par des mesures de relaxation du®N. Le nombre d'études est relativement limité
ca les donrées ont difficiles a analyser en utili sant les approches gandard. Ainsi Buevich et

Baum (1999 ont montré que I'approche dite "model fre€" de Lipari et Szabo, qie I'on uilise
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pour les protéines natives, nest plus adaptée pour les proténes dénaturées parce quelles sont
compaoséss d'un ensemble d'états. A partir de leur travail sur la forme dépliéedu pro-peptide
de la subtilisine (PPS, ils démontrent quil est nécessaire dintrodure une distribution de

temps de rrélation, al’ édelle de lananosemnde, pou analyser corredement les donrees.

La plupart des études de RMN cherchent a éablir une relation entre les fluctuations
dynamiques et l'existence al sein de la protéine dénaturée (ou partiellement dénaturée
d'ééments de structure (clusters hydropholes, éléments de structure secondaire, ports
disulfure). Le premier travail a dter est cdui de Alexandru et Shortle (1994, qu ont éudié la
dynamique du squelette peptidiqgue d'un fragment en partie déplié de la nucléase de
staphylocoque omportant 131 résidus (au lieu de 149). Les auteurs observent que les
mouvements ont plus contraints dans les régions hydropholes, et suggerent qu'il pourait
exister une relation entre la flexibilité du squelette @ la propension a la formation locde

d’ eff ondrements hydropholes, initi ateurs du repli ement.

Citons également le travail de Wright (1999 sur la structure @ la dynamique de deux
états partiellement repliés de I’apomyoglobine, et de sa forme native. 1| montre quune
acamulation pogressve d'ééments de structure secondaire est suivie par une diminution des
fluctuations dynamiques du squel ette.

Le lysozyme, dénaturé en 8M d'urée apH adde, a éé dudié en RMN dans s forme
oxydée ¢ dans s forme réduite. Les résultats ont été comparés aux prévisions théoriques
obtenues pou un modele de type "randam coil”, basé sur des distributions des angles phi et
psi extraites de la PDB. Il y a un bonacmrd entre les parametres RMN expérimentaux et
cdculés, ce qui suggere gue les conformations locaes des états dénaturés (réduits et oxydés)
sont esentiellement déterminées par des interadions a curte portée le long de la dhaine
polypeptidique. De plus, I'analyse des donrées de relaxation met en évidence la formation de
"clusters' hydropholes au vaoisinage des tryptophanes. Elle montre éaement que les
mouvements nt plus contraints dans les conformations plus compades qui se forment quand

la dhaine est liéepar des ports disulfure.

Enfin, Farrow et a.(1997) ont caradérise la dynamique du squelette peptidique du
domaine N-terminal SH3 de la protéine drk, dans I'éat natif et dans un éat dénaturé
chimiguement, a deux températures différentes. Pour la protéine native, la dynamique du
squelette montre peu de variations aur toute la moléaule. Par contre I’ éat dénaturé présente

une dynamique plus hétérogene @ des amplit udes de déplacement plus grandes. En particulier
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les résidus au coaur de la séquence de la protéine sont moins mobil es que ceux des extrémites.
Ced suggere que la moléaule ne se mmporte pas comme un pdymere éendu, et quil existe
des mouvements concatés dans la partie centrale, compatibles avec une cnformation
compade de cdte région. Une augmentation ce température n’influence que les mouvements
de haute fréquencede I’ état dénaturé, laissant indiff érent I’ état natif.

Récanment, des éudes ont également été menées dans le domaine des simulations de
dynamique moléaulaire. Citons par exemple le travail de Smith L.J. et a. (Smith L.J. et al.,
1999 qui ont étudié les modificaions dructurales et dynamiques de la proténe a-
ladalbumine quand €elle pase de sa @mnformation retive a pH=6.5, a une cnformation
partiellement dépliée apH=2 en |'absence dion cacium. Dans la simulation a bas pH, des
changements importants ont détedés dans la région C-terminale. De plus, ure hélice a
(I'néliceD) et I'ndlice 3;9 C-terminale sont fortement pertubées. Simultanément, de larges
fluctuations des angles de torsion des chaines latérales ont observées. Pour les auteurs, ces
changements dynamiques et structuraux sont représentatifs du dépliement de la protéine vers
la conformation de molten-globue qui la caadérise apH=2.

La premiére éude de la dynamique d’'une protéine dénaturée par diffusion quasi-
élastique des neutrons a é¢ initiée par notre @uipe, sur la phosphoglycérate kinase -PGK-
(Receveur 1997). 1l a éé mis en évidence une importante modificaion ce la dynamique de
cete protéine quand onla dénature par 1.5 M de dlorure de guanidinium. Dans la protéine
native, les mouvements des hydrogenes des chaines latérales enfouies dans le eur sont
fortement contraints, alors que les hydrogenes des chaines latérales exposées a la surface
peuvent adopter des mouvements diffusifs ayant des temps caradéristiques de I’ ordre de la
dizaine de picosemndes. Quand la PGK est complétement dénaturée tous les hydrogénes des
chaines latérales £ mettent en mouvement, et seuls les protons du squel ette n'adoptent pas de
mouvements détedables aur I'édhelle de temps explorée ai cours de I'expérience [2-30p].
Cette dude ne donre des renseignements que sur les mouvements internes des proténes
native & completement dénaturée Nous ne pos€dors encore aicun renseignement
concernant les changements de la dynamique etre ces deux états extrémes, a cdte édelle de

temps court.
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.12 Objedifsdela These.

Cette these et consaaée al’étude des méanismes de repliement d une petite
protéine globuaire modele, la neocarzinostatine (NCS), caradéristique d’un motif structural

partage par de nombreuses protéines : le repliement des immunoglobines.

Les smilitudes gructurales entre la NCS, les domaines des immunaglobuines et
d’ autres familles de protéines font de la NCS un trés bon modéle pou I’ étude de la stabilit é
conformationrelle des dructures a tonneau (3. De plus, cette protéine présente |’ avantage

d éretrés dable, cequi permet de I’ utili ser dans de nombreuses condtions expérimental es.

La stratégie que nous avons employéepou analyser le procesaus de repliement repose

essentiellement sur I’ éude de transitions de dénatur ation-renatur ation.

Le principe suivant lequel le mécanisme de repliement d’'une protéine puise ére
déaypté apartir d éudes de transitions de dénaturation-renaturation a ée largement vérifié
par les études multiples rédisées au cours des 4 derniéres décennies. Ced explique quil y a
souvent collusion des termes "études du repliement” et "études des transitions’, le terme
repliement ne voulant pas nécessairement dire renaturation. A cetitre, lalangue anglaise est
moins ambigué puisqu’il existe trois termes distincts (folding, unfolding, refolding) pou
désigner le repliement, la dénaturation et larenaturation.

La premiére partie de notre dude a & comme objedif la caadérisation structurale de
Ces états dénatures. L’ étude gpprofonde de I’ état fortement dénaturé, a éé fondamentale din
de caadeériser au mieux une des deux références du procesaus de dépli ement.
Ensuite, pou comprendre quel type d’ équili bre regle le procesaus de dépliement, nare éude
a onsisté adéerminer si le repliement de la NCS suivait une transition a deux états ou
permettait la présence d'intermédiaires de dépliement. Enfin, pou appater des ééments
d’ information sur la triple relation structure-dynamique —fonction, ure comparaison ce la
dynamique de laNCS native d@ de la NCS au cours de la dénaturation thermique aété rédisée
et nows a gpaté des premieres informations aur la dynamique d' une protéine partiell ement

dépliée
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.13 Lanéocarzinostatine

La néocazinostatine (NCS) appartient a une famille de proténes d origine
bactérienne, contenant un chromophae anti-tumoral de type éedyne. Appartiennent auss a
cette famille la C-107, lerarcidine, la maaomomycine, |I’adinoxatine, et lamaduropeptine. A
I’exception de la maduropeptine, ces chromoprotéines ont des fquences assez proches:
environ 500 des pasitions des résidus ont conservées dans ces fquences. Cela se reflete
dans lasimilit ude de leurs gructures (Van Roey, 1982; Adjadj 1992

La NCS fut isolée pou la premiére fois, en 1965 dufiltrat de Streptomyces
carzinostaticus (Ishida, 1965 mais la structure du chromophae ne fut élucidée que 20 ans
plustard, en 1985.

L’adivité biologiqgue de ces protéines démue diredement de la présence du
chromophae qui se fixe al’ADN avec une tres haute dfinité, provoquant des modifications
chimiques irréversibles (Goldberg 1995. La protéine transporte € protege le diromophae de
I” hydrolyse (Ishida, 1965.

Le cdiromophae de la néocarzinostatine mntient un cycle a9 carbones comprenant 2
liaisons acéyléniques conjuguées a une doule liaison. Il y a trés peu dinformations ur la
fagon dort le cthromophae sefixe alaprotéine ou se détache d elle.

La néocazinostatine a &€ isolée ¢ produte ai Japon ouedle est utilisée pou le
traitement de la leucémie, des cancers digestifs (foie, estomac, pancréas, colon) ainsi que des
canceas de la vesde. L'utilisation de la NCS est par contre limitée par la toxicité du
chromophae @ en particulier pou ses effets aur la moelle ossuse. La NCS est auss trés
difficile a éiminer par le crps. Si ele et fadlement éiminéepar le rein, elle et tres vite

absorbéepar les parois de lavesse d remise en circulation.

Un grand nanbre de travaux on été rédisés pou tenter d’améliorer les propriétés
pharmaaol ogiques, en modifiant la protéine ou en greffant des polymeéres biocompatibles a sa
surface L’ ensemble de ces travaux s acorde amontrer que les modificaions de la protéine
peuvent se traduire par des effets importants sur I’ efficadté d la séledivité de la NCS. Par

exemple, un de ses dérivés le SMANCS (stirene-co-maleic add neocarzinostatine), qu est
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une cmbinaison e deux chaines poymériques et de NCS, présente une plus grande
efficadté dinique, possede une plus grande durée de vie plasmatique & permet une
locdisation dus $ledivevis-avisde cetaines tumeurs

Ce traitement est désormais approuve par les autorités japoreises pou le traitement

des tumeurs hépatiques (Maeda 1995.

[.13.1 La structure tridimensionnelle.

La premiere séquence primaire de la NCS fut propcsé par Meenhafer et al
(Meienhafer 1972. Elle fut révisée ¢ complétéepar Gibson et al 1984 .La NCS est formée
d’ une seule daine paypeptidique de 113 addes aminés. Sa structure primaire est dominée
par les glycines, les valines, les thréonines et les srines qui constituent 60% de ces addes

aminés.

La structure tridimensionrelle a ¢ déterminée par RMN en solution (Adjadj, 1992
et par rayons X avec une résolution ce 1.5 A (Teplyakov, 1993 Fig 1.9. La structure du
complexe protéine-chromophae a aiss été obtenue par cristallographie avec une résolution
de1.8A (Kim 1993.

La structure tridimensionrelle obtenue par cristal ographie est en parfait acord avec cdles

gque donrelaRMN pou les lutions (Remerowsky, 1990; Gao, 199).

La NCS est une protéine globuaire, composée esentiellement d’ un tonreau formé de
sept brins 3 antiparallées (structure en clé greaque Fig 1.9), qu constitue un ensemble tres

rigide.
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Fig 1.9 Sructure aistallographique de la néocarzinostatine. Les é éments gructuraux en rouge
représentent les tryptophares, en jaure les ports disulfure @ en bleu les feuill ets S.

La moitié des résidus, est impliquée dans la structure (3. Les éléments de structure
seondaire sont donrésdans letableau | .

La oouche interne du tonreau et deux boucles externes forment une cavité hydrophoke
qui constitue le site de fixation duchromophae. Cette cavité est définie par les £quences
peptidiques suivantes :32-48, 5152, 7382, 97107. Dans la cavité sont présents cing résidus
aromatiques qui interagissent avecla partie aomatique du chromophae.

Une des deux boucles est fermée par les cysteine 37 et cysteine 47 et I’ autre par les cysteines
88 et 93. Ces dructures présentent une trés grande flexibilité en solution, comme le prouve
I'analyse par RMN des temps de relaxation du*C et **N. Elle suggére que la NCS peut
adoper des conformations qui permettent au chromophae de se lier avec des interadions
hydropholes (Adjgi 1992. Parmi les deux ports disulfure, cdui qui relie les Cys 37 et Cys
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47 est relativement expose au solvant. L’ autre plus enfoui, est situé ala base du tonreau et
est asocié aix Cys 88 et Cys 93.

Lestryptophanes de laNCS sont trés exposés au solvant.

Tableau 1
Typedestructure Résidus
Trois brins feuill ets 3 Thr4-Thr8
Val8-Ala24
Ala63-The68
Quatre brins feuill ets Ala31-Ala38
Ser53-Thr56
Cys93-Ser98
Va108Alal09
Deux brinsfeuill ets 3 Cys37-Asn4dl
Vaa4-Cysa7
Deux brins feuill ets 3 Ser72-Phe76
Arg82-Asn87
Coucep Il Serl4-Thrl7
Coudep I GIn27-Thr30
Coude B I Asn41-Valaa
Coudep Il Asp48Asn 51
Couce B | Pro49-Phe 52
Coucep | Asp58Gly 61
Coudep Il Leu77-Gly 80
Couce | Asn87-Thr90
Coude 3 1 Asp99-Gly702

La structure tridimensionrelle de la NCS est tres smilaire a cde des autres
composants de sa famille dort on conreit la structure: I'adinoxatine (AXN) et la
maaomomycine (MCR) (Teplyakov, 1993. Le travail de Teplyakov démontre que les
structures peuvent étre superposées avec une déviation moyenne de la position de 0.129 m
pou les 107 atomes de cabore a communs au coude NCS-AXN et de 0.096 rm pou les
111 communs au coupde NCS-MCR. La déviation la plus marquég se trouve dans les boucles

qui caradérisent laprotéine @ son affinité pou le chromophae ascié.
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1.13.2 Protéines a “repliement des immunog lobulines”

Lafamille de protéines alaguelle gpartient la NCS se distingue esentiell ement par le
fait que dhaque moléaule selie aun chromophae spédfique. Ces chromophaes ont un no/au
énedyne cmmun mais des groupes aromatiques ou glucidiques diff érents. D’ autre part, les
chaines latérales de la protéine qui sont orientées vers |’intérieur de la aevasse d qui sont en
contad avec le diromophae ne sont pas conservées dans la famille. Cela suggére qu' une
ossture commune soit a I'origine des différentes chromoprotéines et quau cours de
I’ évolution, e nouwelles proténes transportant diff érents chromophaes ient apparues par
nouvell es combinaisons de dhaines latérales orientées vers |’ intérieur dela aevas=.

Le tonreau B de la NCS présente de fortes smilit udes conformationnelles avec le
motif structural déait comme le «repliement des immunoglobulines» et qui constitue le
corps principal des domaines des anticorps, mais auss de proténes d’ origines et de fonctions
tres éoignées comme |I’hémocyanine ou la superoxide-dismutase (SOD). La SOD possde
une fonction caalytique, I'lgG se lie spédfiquement a un antigéne par les boucles
hypervariables . Par contre lafonction ce |’ hemocyanine n’ est pas encore mnnte.

Les variahilit és observées indiquent que cetonneau 3 ne joue pas unrble fonctionrel dired. Il
constitue une achitedure structurale stable sur laguelle sont greffées des régions plus
flexibles exprimant |’ adivité biologique de la protéine. Les fquences protéques donrant lieu

aunrepliement en tonreau 3 peuvent ne posder que 20% d’homologie.

Différentes études comparatives de protéines, qu appartiennent a cdte dase
structurale cntenant un motif en clé greayue, ornt été rédisés. Richardson deait par exemple
les smilarités entre la SOD et les domaines de IgG [Richardson 1976. Les variations des
sequences de la famille de la SOD ont été analysées par Gestzoff et a. (Gestzoff, 1989 et
cdlesentreles|gG par Bork et al. [Bork,1994.

Adjagi et a [ Adjaji, 1993 ont comparé la NCS et le domaine variable Vh du
fragment Fab dune immunaglobdine, par RMN. Les deux protéines, qu ont des
fonctionralit és diff érentes et une homologie de séquence d’ environ 2%, présentent une trés
forte similit ude structurale owmme le montre la fig 1.10. L’ homologie du réseau des liaisons
hydrogene de la NCS et du danaine Vh suggere que le repliement en tonreau 3 résulte,

principalement, de laformation ce liaisons hydrogeénes, dans des zones hydropholes. Dans les
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deux structures e tonneau est fermé par une liaison hydrogéne entre le C-terminal du 7™ brin
et le dernier adde aniné du 1 brin.

Seulement deux différences dructurales importantes peuvent étre observées: la
premiére est la présence dans le Vh dun port disulfure qui lie le 2°™ et le 6 *™ brins et qui
relie les deux feuillets du tonreau B passant a travers le tonreau; la deuxieme est une
conrexion dfférente des divers brins au sein dutonreau 3 pou former la structure en clé

greajue (Fig 1.10).

Une dude comparative des hémocyanines, des immunoglobdines, des superoxide-
dismutases et de |I’anctinoxanthine, a é¢é rédisée par Hazes et al [Hazes, 1997. Cette dude
suggere gque la structure en clé greaque est due aun événement de nuclédion uriverselle ,qu
ne dépend pes fortement de la séquence, et propose qu une structure de type 3 zipper’, soit
importante dans le procesuus de repliement. Cette dude vient compléter des études
précéalentes rédisées. Richardson et al.[Richardson, 1976, suggerent la possbilité que ce
motif structural représente une unité de repliement énergiquement favorable & que le grand
nombre des résidus présents dans les gructures 3, peut étre le fadeur qui contrdle le procesaus
de repliement.

Dans ce model, le B zipper définit le site de nucléaion. Il est caradérisé par un grand
nombre des résidus hydropholes, distribués dans deux brins3 ( B et C qui sont les éléments
les plus homologues des diff érentes gructures) (figl.11). lls e trouvent au centre des feuill ets
et sont liés par une petite bowle. Cette structure n'est pas maintenue par des
liaisons hydrogenes mais par effets hydropholes. La présence d'une telle structure est
conservée dans les quatre familles éudiées et ausd dans d autres protéines (azurines,

plastocyanines etc..) qu ne posdent aucune similit ude aveclesimmunaoglobuines.
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apo-NCS Vu

Fig 1.10 (A) Comparaison entre les gructures du danaine \ariable des imnunodobuines et de la
NCS. Les deux protéines ont les mémes repliements, La pasition des cysteines est indiquée par des
anreaux. (B) Diagramme topdogique de chaque protéine représentant le repliement a clé greaque.
Les bowles A, B, C pou la NCSet CDR1 CDR2 et CDR3 pou le domaine variable sont impliquées
darsle site actif (Adjaji, 1992.
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La mmparaison des fquences et des différentes propriétés des addes aminés en
positions équivalentes, montre que la présence des résidus hydropholes dans le meur est
auss conservée dans ces quatre familles, comme I'est auss le volume total des chaines
latérales de ces résidus. Par contre, la distribution des résidus hydrophiles et de la longueur

des boucles varie de structure en structure.

Figl. 11 Dessn schématique du 8 zipper. (Hazes ,1992

Le aoncept de ‘ noyau ck repliement’, implique que le repliement commence par la
formation dun ou pusieurs noyaux contenant des addes aminés proches dans la sequence
linéare. Uneraison pou cda est que le temps qu'il faut pour crée un* noyau ce repliement’,
augmente avecla distance entre les compaosants du noyau (Karplus, 1976. La seconde raison
est que la perte d entropie résultant de la fixation de deux segments de peptides est également
propationrelle ar nanbre de résidus entre les deux segments (Chan, 1989 Le (3 zipper
réponchnt a ces deux criteres pourait bien participer a un mécanisme de nucléaion commun
atouslestonreaux 3.

Si on considere dors que cdte structure est le site de nuclédion dutonreau 3, les auteurs
propcsent un mécanisme de repliement ou: 1) toutes les éapes cherchent a optimiser les
interadions hydropholes; 2) les éléments qui peuvent former des liaisons hydrogenes, ne
s enfuient pas dans la matrice protéique, avant d avoir formé laliaison H ; 3). lesrésidus qui

sont proches dans la sequence ai 3-zipper, sont favorises et adjoints en premier.

De fagon fdus générade Russ et a. (Russel, 19949, en comparant environ 607coupes
de protéines de structure tridimensionnelle similaire suggerent que dhague type de structure
possede diff érentes interadions gabili santes qui lui sont propres. |Is proposent que Cest une
caadeéristique plus géenérale de la structure des proténes, au méme titre que I’ énfouissement

des résidus hydropholes ou I’ exposition des résidus polaires. Ces hypaotheses ont été dayés
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par les études de protein design ouil a éé possble d obtenir des repliements caradéristiques
a partir dune cetain nanbre d'addes aminés en se basant esentiellement sur leur
hydrophili e / hydrophobe (Cunnngham 1997; Nygren 1997.

.14 Plan detravalil.

L’ absence d’ études précéentes sur les caadéristiques de repliement de cdte protéine
nouws a obligé aplanifier une éude longue d détaill ée aiss bien sur |’ état natif, |’ état dénaturé

gue sur transitions obtenues par dénaturation, chimique d thermique.

Afin dobtenir des informations a difféérents niveaux structuraux, nows avons rédise
ces études al’ aide de plusieurs techniques. Pour suivre les variations de la structure tertiaire ¢
semndaire de la protéine, pendant le dépliement, nows avons utili sé les techniques classques
de fluorescence ¢ dichroisme drculaire. A I'aide de la diffusion aux petits angles, neutrons et
rayons X, nows avons caadeérisé lavariation ¢k lataill e @ dela compadté delaNCS au cours
de la dénaturation. La caadérisation thermodynamique, de la transition de dénaturation

chimique & thermique, a é¢é rédiséepar des mesures de microcdorimétrie diff érentiell e.

Rappelons que tous les sgnaux spedroscopiques traduisent une moyenne sur les
popuations présentes pendant le procesaus de dépliement. De ces considérations démule
I'importance d'utiliser un ensemble de tedhniques, qu fournisent des renseignement
complémentaires. Seule la mmparaison entre les différentes grandeurs obtenues permet
d’avoir une vison fdus prédse du pocesuus de depliement et d obtenir de prédeux
renseignements parfois cadés par la moyenne des sgnaux. Par exemple une curbe de
transition, e forme sigmoidale, peut trés bien corresponde aune moyenne entre plusieurs

transiti ons ou représenter une phénomeéne de dépliement continu.

La premiére dape de notre dude a onsisté a caadériser I'éat natif et I'état
complétement déplié de la NCS. La mnformation retive en solution a éé dudiée @
déterminant sa compadté € les interadions intramoléaulaires dans diff érents lvants. Une
description ditaill ée des éats denaturés et des possbles conformations quiils peuvent
aqquerir, a éé adevée a’aide deladiffusion ce neutrons et rayon X aux petits angles et dela

théorie des paymeres. Cette nouwele gproche nous a permis d ouwrir une porte sur un
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domaine difficilement accessble par les techniques classques. Dans |’ étude de la protéine
complétement dépliée nous nous MMes intéreses a la réporse de la matrice protéique e
condtions extrémes de hautes températures et hautes concentrations de dlorure de
guanidinium. Une diff érence remarquable de wmportement de la chaine palypeptidique aété

mise en évidence & bien analysée al cours du troisieme chapitre.

Dans le quatriéme chapitre nous avons déait, a I’ aide des diff érentes techniques, la
transition de dénaturation thermique & chimique de la NCS. La premiére caadéristique qui
emerge est la grande stabilit € structurale de la protéine, probablement liée auss, ala présence
de deux liaisons disulfure. La diffusion aux petits angles nous a permis d appater des
informations sur la compadté de la moléaule au cours de la dénaturation, par la mesure du
rayon ck giration. Le contenu en structure semndaire d tertiaire a ¢ mesuré sur la proténe
aux différents degrés de dénaturation. La comparaison ce ces informations, soit pou la
dénaturation chimique soit pour la dénaturation thermique, a permis de mettre en évidence
I’existence an solution d états intermédiaires. Une tentative de caadérisation e ces états est

présentée al sein duméme dapitre.

Enfin, pou compléter la description structurale de la protéine au cours du d&pliement
thermique, ure éude de la dynamique intramoléaulaire de la NCS, a I'édelle de la
picosende, a dé rédisee Le cinquiéme chapitre est dédié ala description de cdte dude,
qui a éeredisee a’aide deladiffusion quasi-éastique des neutrons.
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